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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

® Verfahren und Vorrichtung zur parallelen Messung von mehreren Analyten in komplexen Mischungen 
® Bekannte Verfahren zur parallelen Messung von meh- 
reren Analyten in komplexen Matrices sind mit so vielen 

praktischen Problemen behaftet, daB eine Umsetzung fur 

die Anwendung auf reale Proben bisher nicht moglich er- 

schten. Das in der Anmeldung beschriebene Verfahren 

kombiniert nun mehrere leistungsfahige Prinzipien, wie 

die Anwendung von sensitiven Mehrkanaldetektoren, die 

Markierung mit sensitiv nachweisbaren Molekulen, die 

Anwendung eines reproduzierbaren Fliefisystems, die 

Immobilisierung von Reagenzien auf kleinen Flachen, die 

Anwendung von Bindungsreagenzien mit modernen Me- 

thoden der Datenanalyse. Gerade die Nutzung der norma- 

lerweise unerwunschten Kreuzreakttonen zur Informati- 

onsgewinnung ermoglicht zusammen mit einigen spe- 

ziellen Problemlosungen nicht nur eine Identifizierung 

von Substanzen, sondern auch die Analyse von Mischun- 
gen erheblicher Komplexitat. Die ungewohnliche Skalier- 

barkeit, die anderen Systemen weitgehend fehlt, eroffnet 

dieMoglichkeit, die Parallelanalyse auf viele Stoffe durch- 

zufuhren, ohne die MeKvorrichtung komplexer zu gestal- 

ten. 
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Beschreibung 
1. Einlcitung 

5 Bisher konnten Chemo- und Biosensoren nur sehr bescheidene Anwendungsbereiche erschlieBen. Dies ist u. a. darauf 
zin*uckzufuhren, daB die MeBinformation zu wenig umfangreich ist und zu stark von auBeren Faktoren beeinfluBt wird. 
Dies macht das MeBergebnis zu unsicher, urn in vielen Anwendungen akzeptabel zu sein. Bei z. B. Immunsensoren/Im- 
munoassays fiihren die sog. Kreuzreaktionen dazu, daB in einer unbekannten Probe keine Einzelstoffinformation erlangt 
wird, sondern nur schwer und nur von hochqualifizierten Fachleuten interpretierbare "Aquivalente" erhalten werden. 

10 Dies ist fur die meisten MeBaufgaben nicht ausreichend, so daB eine zusatzliche konventionelle Analytik notwendig* 
wird. Hierdurch ist haufig die Sensortechnik nicbt konkurrenzfahig gegenuber axideren Verfahren. Das andere Problem 
ist die Muldanalytfahigkcit. Kaum ein Anwender mochte nur einen einzigen Analylcn in konstanter Matrix bestimmen. 
Haufig ist sogar unbekannt, was genau gesucht wird. Bei Einzelstoff- Verfahren, so preisgiinstig und schnell sie auch sein 
mogen, verkehren sich die Vorteile bald in Nachteile, sobald mehrere Analyten gesucht werden, denn der Aufwand ist 

15 additiv. MehrstofT- Verfahren, wie die Chromatographic, sind in diesen Fallen fast immer iiberlegen. Auch die Kosten 
sind hier entscheidend. Die Mehrstoff- Verfahren sind umso kostengunstiger, je mehr Analyten gleicbzeitig bestimmt 
werden konnen. Leider sind konventionelle Mchrstoff- Verfahren (wie Gaschromatographie-Massenspcktronietric- 
Kopplung) sehr teuer und konnen in vielen Fallen aus Kostengriinden nicht angewendet werden. Zudem sind diese \fer- 
fahrcn langsam und benotigen sehr guL ausgebildctes Personal. Verfahren, wie das in der Aruncldung vorgestellte, eroflf- 

20 nen hier Mbglichkeiten fur zahllose neue Anwendungen, die auch am Markt in hohem MaBe wettbewerbsfahig sein dtirf- 
ten. Die Kosten einer derartigen Analyse sollten urn mindestens den Faktor 10 unter denen einer iiblichen Multianalyt- 
bestimmung liegen. 

2. Stand der Technik 

25 

Die Chemo-ZBiosensorik an sich ist in einer schwierigen Situation. Die vor vielen Jahren noch sehr optimistischen 
Prognosen haben sich allesamt als falsch erwiesen. Der kommerzielle Durchbruch von chemischer^iochemischen Sen- 
soren ist bis heute fast vollstandig ausgeblieben. Dies zeigt, daB die entscheidenden Probleme bisher nicht gelost werden 
konnten. Die meisten Ansatze, wie piezoelektrische Sensoren (Quarzmikrowaagen, Surface-Acoustic Wave-Sensoren, 
30 Lamb-Wave-Sensoren u.a.), elektrochemische Sensoren (Amperometrie u. a.), optische Sensoren ohne Label (Surface- 
Plasmon-Resonance (SPR), Interferometrie etc.), optische Sensoren mit Label (Evanescent- Wave-Sensoren, Flow-Im- 
munanalyse-Systeme u.v.a.) konzentrierten sich zuerst auf die Realisierung eines "EinkanaT-Sensors fur einen Analyten 
(bzw. einc Analytgruppe). Diese Ansatze warcn praktisch alle mit den o.g. Nachteilen behaftet. Auch wenn sich langsam 
die Notwendigkeit einer Multianalytmessung durchsetzt, enden die meisten Ansatze hier in einer Sackgasse: Es rnuB fast 
35 immer der komplette MeBaufbau mit n multipliziert werden, wenn n Analyten gemessen werden sollen. Auch mit einer 
optimistischen Berechnung der Massenfertigungskosten ist einleuchtend, daB hier meistens bei ca. 10 Sensoren die tech- 
nische und kommerziell sinnvolle Obergrenze liegt. Alles andere wird inakzeptabel kompliziert und teuer. Hieraus folgt 
zwangslaufig, daB die bisher vorgestellten und bekannten Sensoren weder fur eine richtige Multianalytfahigkeit geeignet 
sind, noch die Probleme der Kreuzreaktionen konsequent angegangen werden konnen. 
40 Das BIACore-System (z. B. US 5313264) ist wohl das kommerziell erfolgreichste Konzept bis dato. Das Verfahren 
benutzt eine labelfreie Detektion, die auf Brechungsindexveranderungen basiert. Das System ist besonders sinnvoU fur 
Forschungszwecke, um z. B. kinetische Konstanten von biochemischen Bindungsmolekuien zu untersuchen bzw. zu ver- 
messen. Zwar wurden auch Gerate mit mehreren Kanalen vorgesehen, um z. B. Referenzproteine vermessen zu konnen, 
eine Parallelisierung im Sinne der vorbegenden Anmeldung scheint aber aufgrund des komplizierten technischen Auf- 
45 baus unmoglich. Da auch alle Patente auf diesem Gebiet auf das Surface-Plasmon-Resonance (SPR) System beschrankt 
sind, ist davon die vorliegende Anmeldung nicht betrofiFen. Vergleichbar in der Anwendung ist das System, das in Bio- 
forum 3/1996, S. 92 beschrieben wird. 

Murex (in US 5096807) hat ein System beschrieben, das auf einer simultanen Detektion von mehreren lichterzeugen- 
den Probenvolumina beruht. Das Patent bezieht sich vorwiegend auf die Detektion von Signalen und spart die Biochemie 
50 weitgehend aus. So ist auch aus Fig. 3 und Fig. 4 erkennbar, daB erstens nur sehr wenige parallele Systeme ausgelesen 
werden sollen und zudem von einem dem Standard-Mikrotiterplattenformat sehr ahnlichen Aufbau ausgegangen werden 
soil. So werden in US 5599720 getrennle ReaktionsgefaBe mit separaten chemischen Systemen vorausgesetzL Es wird 
nicht, wie in der vorliegenden Anmeldung, ein System verwendet, das primar aus einer einzigen Reaktionskammer be- 
steht. Zudem fehlen auch samtliche Charakterislika, die fur einc Multianalytfahigkeit auf der Basis von Kreuzreaktionen 
55 notwendig sind. Sehr ahnlich ist DE 36 12 873 Al zu bewerten. 

In US 5413939 ist eine "Immuno-CD", also eine Scheibe mit irnmobilisierten Reagenz-Punkten, beschrieben, die auf 
einer interferrometrischen Messung beruht. Das Patent bezieht sich vollstandig auf meBtechnische Aspekte. Chemische 
Probleme einer derartigen Immuno-CD bleiben ausgeklammert. Auch von der Detektionsseite betrifft dieses Patent die 
vorliegende Anmeldung nicht, da es sich hier um ein typisches sequentielles System und nicht um ein paralleles handelt. 
60 Hiermit werden z. B. die Auslesezeiten mit der Skalierung der Analytanzahl proportional hoher, was zu einer oberen 
Grcnzc der sinnvollcn Punktanzahl fuhrt. Zudcrn ist bekannt, daB intcrferrometrische Verfahren zur Analytik von Sub- 
stanzen bisher zu unempfindlich und oft auch zu unselektiv sind, um breit anwendbar zu sein. 

Boehringer Mannheim hat ein Patent angemeldet (DE 44 35 727), in welchem ein Array von Bindemolekulen be- 
schrieben wird. Die Anspriiche sind jedoch nur auf sich nicht beriihrende Metalischichtspots beschrankt. Die vorliegende 
65 Anmeldung benotigt keine Metallspots und ist daher von DE44 35 727 nicht betroffen. Zudem werden fur die vorlie- 
gende Anmeldung deutlich kleinere und dichtere Spot-Arrays bevorzugt. 

Affymax hat ein paralleles Oligonucleotid-System z. B. zur Sequenzierung von DNA bzw. zum Screening von kom- 
binatorischen Pepddbibliothekcn realisicrt. Da das System weder zur hochcmpfindlichcn Spurenanalytik unbekannter 
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Substanzen, noch.zur echten ParaUelanalytik (das System wird sequentieU gelesen) verwendet wurde, betrifft nur das 
Einzelraerkmal Parallelisierung an sich die Anmeldung. Die Lesung des Kreuzreaktionsproblems und die Analyse belie- 
biger Substanzen auf einem Chip wurdc von Affymax nicht beschrieben. In US 5545531 wird cine Mikrolitcrplatte vor- 
gestellt, bei der die einzelnen Kavitaten mit je einem DNA-Chip ausgeriistet sind. Die vorliegende Anmeldung zielt ee- 
rade nicht auf ein Mikrotiterplattensystem ab. Zudem wird in US 5545531 die Auslesung sequentieU durchgefuhrt, was 5 
gleichfalls dem Sinn der vorliegenden Anmeldung widerspricht Letztlich ist US 5545531 weder fur Nicht-Nuklein- 
saure-Derivate vorgesehen, noch zur quantitativen Analytik von komplexen Analytmischungen geeignet. US 5324633 
hingegen ist ganz auf die Bestimmung von Affinitatskonstanten bezogen und zielt nicht auf die Analytik von Proben 

Multilyte Ltd. bzw. R. Ekins halten zwei Patente (US 5 171695, US 5432099), die Parallelsensoren zum Thema haben - 
US 51 7 1 695 beschreibt die Verwendung eines Systems, das raumlich getrennte, immobilisierte Reagenzpunkte aufweist to 
Das System erfordert jedoch die Verwendung von Doppelmarkem, sowie die Bedingung, daB nur ein insignifikanter An- 
teil der Probe gebunden werden darf. Auch erfordert US 5171695 cxplizit die Verwendung hochselektivcr Reagenzien 
da fur das Auftreten unerwiinschter Kreuzreaktionen keine Losung vorgesteUt wird. Diesen Einschrankungen unterlie- 
gen die in dieser Anmeldung vorliegenden Systeme nicht. In US 5432099 wird die unter US 5171695 beschriebene Me- 
thod* weiter ausgebaut, wobei insbesondere Anspruche fur spezieile Beschichtungsdichten, Spot-GroBen Affinitats- is 
konstanten und Volumina aufgefuhrt sind. Da wie bei US 5171695 schon erwahnt, das in der Anmeldung vorliegende 
System nicht auf den in den US-Patenten genannten rcstriktiven Randbedingungen beruht und damit wescntlich vielsei- 
tiger einsetzbar ist, sind die auch in US 5432099 aufgefuhrten Anspruche hier nicht relevant. Auch fehlt es in 
US 5432099 an einer konkreten Umsctzung, z. B. beruht die Zeichnung voilstandig auf theoretischen Grundlagen. Auch 
das erwahnte "Ambient-Analyte-Verfahren" bezieht sich auf einen speziellen GrenzfaU von Immunoassays, der jedoch 
fur die vorliegende Anmeldung von geringer Bedeutung ist. 

Basierend auf Forschungsarbeiten an der GBF in Braunschweig wurde kurzlich die erste Kommerzialisierung eines 
fur die Gn-line-Analytik vorgesehenen Immunsensors eingeleitet (U. Bilitewsky et al, und DE 196 06 267 Al). Da je- 
doch wie schon beschrieben, in diesem Ein- odcr Wenig-Kanal-Syslem die echte Multianalytfahigkeit und das Handling 
mit Kreuzreaktionen fehlt, ist von diesem Patent die vorliegende Anmeldung nicht betroffen. Vergleichbar ist 
DE 196 20 636 Al, das ein System mit einer Kapillare vorstellL Die Bewertung ist ahnlich wie DE 1 96 06 267 Al . 

3. Beschreibung des Verfahrens 

Die Erfindung umfafit ein System, bestehend aus einer chemischen oder biochemischen MeBvorrichtung, die eine 30 
raurnliche (bevorzugt zweidimensionale) Anordnung von TeilmeBsystemen (Arraystruktur) zur Messung der Zusam- 
mensetzung eines Fluids einschlieBt Diese MeBsysteme sind raumlich getrennt angeordnet, werden aber normalerweise 
nicht physikalisch voneinander abgeschottet, wobei jedoch particlle Abschottungen durchaus dem Sinn der Erfindung 
entsprechen. Die Erfindung wird zudem dadurch gekennzeichnet, daB eine quasi-gleichzeitige (parallele) Messung und 
quasi-gleichzeitige Datenverarbeitung ermoglicht wird. Die Erfindung zeichnet sich dadurch aus, daB die Arraystruktur 35 
sehr einfach erweitert werden kann, ohne explizit zusatzliche EinzelmeBsysteme zu benotigen. Die Erfindung ist auch 
dadurch gekennzeichnet, daB die ArraygroBe sehr hoch sein kann, und charakteristischerweise iiber 10 Einzelsysteme 
(bevorzugt 1000 oder mchr) umfaBL 

Die MeBvorrichtung besteht bevorzugt aus einer mit Affinitatsmolekulen beschichteten Platte, die in eine FluBkammer 
integnert ist. Die Affinitatsmolekiile werden in einer raumlich nachvollziehbaren Weise mit iiblichen Immobilisierungs- 40 
methoden aufgebracht. Die Messung erfolgt nun z. B. in einer sog. kompetitiven Weise mittels markierter Substanzen, 
die gezielt mit einer Untergruppe (wobei die Untergruppe auch die Gesamtheit erfassen kann) der Affinitatsmolekiile in 
Wechselwirkung gebracht werden. Unter Affinitatsmolekulen versteht man im Sinne der Erfindung alle Molekule, die 
mehr oder weniger selektive Wechselwirkungen mit anderen Molekulen eingehen konnen (z. B. Antikorper, Antigene, 
Protein A, Avidin, Streptavidin, Biotin (sowie -derivate), Lectine, Nucleinsauren, Enzyme, Proteinfragmente, rekombi- 
nant veranderte Varianten der genannten Proteine, Haptene, auch Mischungen derselben, Kavitanden, Komplexliganden 
Indikatoren, farbstoffgekoppeltc Molekule, Fluorczenzliganden u.a.). Als Markierung kommcn Huorcszerizfarbstoffe,' 
Radioisotope, stabile Isotope, chemilumineszenzfahige Molekule (z. B. Luminol-Derivate, Acridiniumester, Adaman- 
tyldioxetane u.a.), Biolumineszenzmarkierungen (Aequorin, Luciferine u.a.), und bevorzugt Enzyme (Meerrettich-Per- 
oxidase, Alkalische Phosphatase, beta-Galactosidase, Penicillinase, Glucose Oxidase, Luciferase u.a.) in Frage. Enzyme 
lassen sich wiederum mit verschiedenen Methoden detektieren (z. B. colorimetrisch mit ABTS(R), Tetramethylbenzidin, 
Guajacol, 4-Nitrophenylphosphat etc., oder fiuorimetrisch mit p-Hydroxyphenylessigsaure etc., oder bevorzugt durch 
Chemilumineszenz (Luminol, verstarkte Luminolreaktion, AMPPD etc.). 

Die Rcaktion der Affinitatsmolckule (iinmobilisiert) mit den inarkiertcn Molekulen wird durch ein gceignctcs, quasi- 
paralleles MeBsystem detektiert, bevorzugt einer CCD-Kamera mit Intensifier oder ohne Intensifier mit back-illumina- 55 
ted-Anordnung. Die MeBkammer.und das Detektionssystem sind mit einer geeigneten optischen Einrichtung verbunden, 
die Fasem, Linsen und Spiegel beinhalten konnen, bevorzugt wird ein Linsensystem hoher Lichtstarke. Die CCD-Ka- 
mera muB mindestens so viele Pixel besitzen, wie unabhangige MeBkanale erforderlich sind. Die Optik sollte eine Ab- 
bildung der MeBspots ungefahrin einem AbbildungsmaBstab 1 : 1 ermoglichen, welcher einen guten KompromiB zwi- 
schen SystemgroBe und EmpfindUchkeit darsteUt. Kleinere AbbildungsmaBstabe fuhren z.B. zu Empfindlichkeitsgewin- 60 
ncn in der Detcktion, jedoch zu einer relativen VergroBerung der MeBspots. Ein AbbildungsmaBstab von ca. 1 : 1 ist fur 
Linsensysteme relauv aufwendig, dagegen fur faseroptische Systeme sehr giinstig und piatzsparend. Das System kann in 
eine lichtdichte Dunkelkammer piaziert werden, urn Storlicht aus der Umgebung weitgehend auszuschUeBen. Bei be- 
stimmten Systemen kann auch ein Shutter (VerschluB) sinn voll oder sogar notwendig sein. Es konnen daher mechanische 
und/oder optische und/oder akusto-optische Verschlusse und/oder Blenden und/oder andere opdsche Elemente (z.B. 65 
Schalter) in das optische System eingefugt sein. Im Sinne der Anmeldung sind jedoch auch andere optische Detektions- 
verfahren, ob mit (z. B. Huoreszenz, Phosphoreszenz) oder ohne Markierung (z. B. Surface-plasmon resonance, Interfe- 
rometrie) geeignet. Auch nicht-optischc Detckuonsvcrfahren (sichc Anspruch 13) sind einsetzbar Die Reaktanden wer- 
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den bevorzugt mit einer oder mehreren Pumpen (z. B. Schlauch-, Zahnrad- oder bevorzugt Kolbenpumpen) in die MeB- 
kammer gepumpL Es kann aber auch die Schwerkraf t, Kapillarkraft oder Uber- bzw. Unterdruck genutzt werden. 

In dcr cinfachstcn Ausfiihrung besitzt die MeBvorrichtung nur eine einzige MeBkammer (z. B. Abb. 3). Fur ciirige An- 
wendungen kann es jedoch gunsug sein, die MeBkammer zu unterteilen oder mehrere MeBkammern zu verwenden. Die 
5 Abschottungen konnen u. a. folgende Zwecke haben: Verhinderung/Verminderung von gegenseitigen Reagenzienstorun- 
gen, simultane Verdunnungsreihe zur MeBbereichserweiterung, verbesserte Nutzung von Kreuzreaktionen, cyclische 
Regenerierung (Erhdhung derMeBfrequenz), Abgrenzung.von Substanzgruppen-Reagenzien, Parallelmessung von meh- 
reren ProbeD, Vermessung von Referenzproben (Negativprobe, Standard-Losungen), es werden zusatzliche Freiheits- 
grade zur Analyse gewonnen (z. B. Substanzidentifikation, Verification, Quantifizierung), durch z. B. Variation der MeB- 
10 parameter, Zusatz von Additiven (wie Tensiden, Losungsmitteln, pH-verschiebenden Puffem, Inhibitoren, Komplexbild- 
nern, Bindungsmolekiilen zur Unterdriickung von Storungen (auch Antikorpem, Haptenen) und zur Messung von kine- 
tischcn oder thcrmodynamischen Konstanten oder deren Aquivalenten. Die Kainmer kann aus verschiedcnsten Materia- 
hen bestehen, wie Glas, Quarzglas, Metall (bevorzugt sind Edelmetalle, Edelstahl oder Titan), Kunststoffe (bevorzugt 
sind Fluorpolymere, wie Polytetrafluorethen, PTFE) oder beschichteten Materialien. Die austauschbare Wand kann 
15 gleichfalls aus ahnlichen Materialien bestehen, wobei ggf. lichtdurchlassige Materialien notwendig sind (z. B. bei opti- 
scher Detektion). Es konnen auch zusatzliche Unterteilungen der MeBkammer (bzw. mehrere MeBkammern) vorhanden 
sein. Die Unterteilungen konnen in cincr Ebene liegen (Chip in parallcle RuBkanalc aufgetcilt und/oder wie ein Fcnstcr- 
kreuz aufgeteilt und/oder wie (ggf. verzerrte) Bienenwaben aufgeteilt) und/oder gestaffelt untereinander angeordnet sein 
(Kamnierstapcl mil transparenten und/oder lichtundurchlassigcn Wanden). Die MeBkammer und andcre Teile des Sy- 
20 stems konnen optional in einer Dunkelkammer aus lichtundurchlassigem Material untergebracht werden. Das Verfahren 
ist auch dadurch gekennzeichnet, daB bevorzugt ein RieBsystem mittels Pumpe(n) und/oder Ventil(en) verwendet wird 
Optional konnen Filter, Entgaser, Blasenfallen, Pulsationsdampfer, Restriktoren, Verteiler, Autosampler und Probenah- 
mehilfen eingesetzt werden. Fur die Irnmobibsierung von Reagenzien werden bevorzugt Mikropumpen (besonders be- 
vorzugt Piczopumpen nach dem ink-jet-Prinzip mit Tropfchcn-AusstoB), photolithographische Verfahren, Druckverfah- 
25 ren, Spruhverfahren, und/oder eine Kombination dieser Techniken verwendet. Fur die Immobilisierung von Reagenzien 
werden bevorzugt hydrophobe Oberflachen (silanisiertes Glas, Kunststoff u.a.), photochemisch aktivierbare Oberfla- 
chen, chemisch aktivierte Oberflachen, chemisch aktivierte Reagenzien, selbstorganisierende Schichten (wie Alkylthiol- 
Derivate auf Goldoberflachen), Strept(avidin)/Biotin-Systeme, Protein A, Protein G, Sekundarantikorper, Polymere, Sol- 
Gel-Glaser, Gele oder membranahnliche Strukturen verwendet. 
30 Fiir eine Regenerierung werden bevorzugt waBrige Losungen verwendet, deren pH-Wert mehr als 2 Einheiten nach 
unten oder oben von pH 7 abweicht, ganz besonders bevorzugt Losungen mit einem pH von 1 bis 3. Bevorzugt werden 
auch Losungen mit Harnstoff und/oder Guanidiniumhydrochlorid und/oder Zusatzen von organischen Losungsmitteln, 
und/oder Tensiden, die eine konformationsandernde und/oder partiell oder vollstandig denaturierende bzw. struktur- oder 
eigenschaftsverandemde Wirkung auf Bindungsmolekule aufweisen. Bevorzugt werden auch Losungen mit Enzymen, 
35 die Reagenzien abspalten oder in kleinere Teile zerlegen konnen, ganz besonders bevorzugt werden hier Proteasen (z. B 
Pepsin) und Peptidasen (bzw. Nucleasen). Neben der Regenerierung im engeren Sinn, kann auch die Unschadlichma- 
chung der Markierung angewendet werden (bei Peroxidase-Markierung wird die Verwendung von Wasserstoffperoxid in 
einer Konzentration von 0.1-5% bevorzugt). Zur Anwcndung kommen mathematische Verfahren, die den Akdvitatsver- 
lust bei jedem MeBschritt berechnen und alle MeBwerte entsprechend korrigieren. 
40 Der Detektor, ggf. notwendige Ventile, Autosampler oder ahnUche Peripheriegerate werden iiber ein Rechnersystem 
progranimiert gesteuert. Die Auswertung der MeBdaten soil bevorzugt iiber ein leistungsfahiges Rechnersystem erfol- 
gen, um die Ergebnisse mogUchst ohne Verzogerung zur Verfugung zu haben. Die Auswertung ist ein wichtiger Teil der 
Erfindung, da damit die urspriinglich unabhangigeh Teilmefiwerte zusammengefuhrt werden. Die Auswertung geschieht 
mit sog. chemometrischen Methoden, die in ihrer Kombination die weitgehende Eliminierung des Kreuzreaktionspro- 
45 blems ermoglichen und zudem die Multianalytfahigkeit unterstutzen. Es hat sich herausgestellt, daB iibliche chemome- 
tnsche Verfahren, die schon zur Multianalyt-Bestimmung eingesetzt wurden (wie neuronale Netze, multivariate Regres- 
sion) bei den vorgestelltcn Systcmen nur von bcgrenzlern Nutzen sind. Limidercnd wirkt sich die Akkumuiation von 
Fehlern aus, da viele Kanale nicht zur einzelnen Information beitragen und nur den Gesamtfehler erhohen. Dies kann 
verhindert werden, wenn moglichst viele Vorinformationen in die Auswertung einflieBen und implizit vorausgesetzt wer- 
50 den. So werden fur die Auswertung eines einzelnen Analyten nur wenige Kanale hohen Informationsgehalts verwendet, 
die restlichen Informationen werden fiir diesen Analyten nicht verwertet. Fur den nachsten Analyten werden wiederum 
andere Kanale herangezogen (eine Uberlappung ist jedoch moglich). Auch sollten die Responsefunktionen stark be- 
schrankt werden, da ansonsten der Kalibrieraufwand extrem stark ansteigt. Es ist offensichtlich, daB bei fast alien Proben 
die ubcrwicgendc Anzahl dcr Spots kein positives (ggf. Inhibitions-)Signal lieferl und daher die zu verarbeilenden Daten 
55 sehr stark reduziert werden konnen. In vielen Fallen kann sogar eine Mischkalibrierung durchgefuhrt werden. Die che- 
mometrische Auswertung erlaubt zusatzlich, die MeBwerte zu bewerten und Fehler zu entdecken. 

Ausfuhrungsbeispiel 1 

60 In Abb. 1 und 2 ist eine Vorrichtung dargestellt, die ein Ausfuhrungsbeispiel fiir die praktische Umsetzung des in der 
Amneldung beschriebenen Vcrfahrcns isL Die experimcntcUeh Daten wurden an diesem oder an sehr ahnlichen Vorrich- 
tungen gewonnen. 
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1. Direktes Assayformat 
1.1 Immobilisierung von Antikorpem auf dem festen Trager 
Glastragcr (z. B. Objekttrdger fur die Mikroskopie) werden gereinigt und silanisicrt. Dazu werden die Glastragcr ctwa 



4 



DE 197 36 641 A 1 

eine Stunde bei Raumtemperatur in eine etwa 5%ige Losung von THmethylchlorsilan in Isopropanol eingetaucht und an- 
schlieBend mil Isopropanol und Methanol gewaschen. Die sUanisierten Glastrager werden vor Gebrauch bei Raumtem- 
peratur fur 24 Stunden getrocknet. Monoklonale oder polyklonalc Antikorper wcrdcn in basiscbem Carbonat-Puffer (pH 
9,6) gelost. Um das Eintrocknen der Antikorper auf dem Glastrager zu verhindern, werden 25% Glycerin zugemischL 
Dann werden kleine Spots (etwa 1 uL) dieser verdunnten Antikoperlosungen auf den silanisierten Glastrager pipettiert 
Man lafit bei Raumtemperatur etwa zwei Stunden inkubieren und wascht dann die Glastrager griindUch mit einem auf 
Phosphat basierenden Puffer (Wascbpuffer, pH ca. 7,5). Der Puffer enthalt Tween 20, um eventuell anhaftende Mehr- 
fachschichten von Antikorpem abzuwaschen. 

1.2 Blocking 

Nach dem Spuicn mit WaschpufTer werden die Chips in eine Losung aus 0,5% BSA, 0,5% Casein und 4% Tween 20 in 
Phosphatpuffer (pH 7,5) getaucht. Vor Gebrauch laBt man die Chips mindestens eine Stunde lang in dieser Losung stehen 
und spiilt sie vor dem Einbau in die Kiivette griindUch mit Waschpuffer, um lose anhaftende Blockingreagenzien abzu- 
waschen. Die Chips konnen ohne signifikanten Verlust der Aktivitat bis zu 24 Stunden in dieser Blockine-Mischune ste- 
hen gelassen werden. 

1.3 Durchfuhrung der Bestimmung 
1.3.1 Assayprotokoll 

Der mit immobilisierten Antikorpem beschichtete Glastrager (Chip) wird in die DurchfluBkiivette eingebaut Soli der 
Blindwert gemessen werden, wird der Tracer nur mit Wasser gemischt. Werden dagegen Proben vermessen oder Kali- 
bnerungen durchgefuhrt, wird der Tracer vor der Messung mit Probe oder Kalibrierungslosung vorgeinischL Die Trac- 
erlosung wird in die Kiivette gepumpt. Nach einer Inkubationsdauer von funf Minuten wird geniigend Waschlosung 
durch die Kiivette gepumpt, um Tracer und, falls vorhanden, die Analyten vollstandig zu entfernen. Dann wird Chemi- 
lumineszenz-Substrat in die Kiivette gepumpt und mit einer CCD-Kamera ein raumlich aufgelostes Bild des Glastxagers 
aufgezeichneL Dadurch kann jeder einzelne Antikorper-Spot getrennt ausgewertet werden. 

1.3.1 Kalibrierung 

Zur Kalibrierung des Systems werden verschieden konzentrierte Losungen des Analyten hergestellt, wobei diese Ka- 
librierungslosungen moglichst den gesamten MeBbereich umfassen solltcn. Die einzelnen Analytlosungen werden mit 
dem Peroxidase-Tracer vorgemischt. Zur Messung des Blindwerte wird nur Peroxidase-Tracer ohne Analyt verwendet. 
Als interne Referenz jedes einzelnen Chips wird ein gegen Peroxidase gerichteter Antikorper (Anti-POD) verwendet 
Dazu bildet man nach der Messung des Blindwerte das Verhaltnis zwischen dem Signal jedes auszuwertenden Antikor- 
per-Spots und dem Anu-POD-Signal. Die Hohe des Anti-POD-Signals ist von der Zugabemenge des Analyten weitge- 
hend unabhangig. Bildet man daher nach der Messung eines Kalibrierungspunktes das Verhaltnis aus MeBsignal und 
Anti-POD-Signal und vergleicht dieses Verhaltnis mit dem Verhaltnis der Blindwerte, dann kann der Grad der Inhibition 
des einzelnen Antikorper-Spots berechnet werden. Abb. 6 zeigt das MeBsignal einer Blindwert-Messung fur einen mit 
verschiedenen Antikorpem beschichteten Chip. Werden nun auf verschiedenen Chips unterschiedlich konzentrierte Ka- 
hbnerungslosungen vermessen, erhalt man KaHbrierkurven des Chips bei alien Antikorpem, die mit dem betreffenden 
Analyten eine ausreichend hohe Kreuzreaktivitat aufweisen. Bei dieser Berechnung wird vorausgesetzt, daB jeder das 
Verhaltnis der Blindwerte aller Signale eines Chips von Chip zu Chip konstant ist. Dies gilt jedoch nur, wenn alle Chips 
einer MeBreihe identisch prapariert und fur alle Chips gleiche Antikorperinkubationszeiten verwendet wurden Abb. 10 
zeigt eine auf diese Weise ermittelte Kalibrierungskurve fur Terbuthylazin, die fur einen monoklonalen Antikorper mit 
hoher AfTinitat zu dieser Substanz crhalten wurde. 

1.3.2 Messung von waBrigen Proben 

Zur Messung von Wasserproben wird ein Teil Probe mit einem Teil Tracer verdunnt, wobei die Endkonzentration des 
Tracers nach dem Verdunnen identisch zu der Konzentration ist, mit der der Blindwert beslimmt wurde. Dann wird die 
Messung durchgefuhrt wie unter 1.3.1 beschrieben. Mit dem ermittelten Signal wird aus der Kalibrierungskurve (siehe 
1.3.1) des jewciligen Antikdrpcrs die Konzentration des Analyten bzw. seiner Aquivalcnte abgelcsen. 

1 .3.3 Regenerierung im direkten Assayformat 

Zur Regenerierung im direkten Assayformat wird eine 0,1 M Glycin-Losung verwendet, deren pH mit konzentrierter 
Salzsaure auf den Wert 2,3 eingestellt und mit 1 0 vol-% 1 -Propanol gemischt wurde. Im AnschluB an einen Assayzyklus 
im direkten Assayformat kann der Chip mit Hilfe dieser Losung regeneriert werden. Bei der Regenerierung wird die Bin- 
dung zwischen immobilisiertcrn Antikorper und Tracer, sowie - falls vorhanden - zwischen Antikorper und Analyt ge- 
spalten und der Chip somit in seinen Ausgangszustand zuruckgefuhrt. Um zu zeigen, daB diese Art der Regenerierung er- 
folgreich ist, wurden mit einem mit Antikdrperspots beschichteten Chip nacheinander mehrere Assayzyklen durchge- 
fuhrt und Blindwerte (d. h. keine Zugabe von Analyten) gemessen. Zwischen jeder neuen Blindwert-Messung wurde die 
den Chip enthaltende Kiivette mit deroben beschriebenen Losung mehrmals durchspiilt und somit regeneriert. Zum Tbst 
des Erfolgs der Regeneration wurde nach jeder Regeneration eine Kontrollmessung durchgefuhrt. Das Ergebnis ist in 
Abb. 11 zu sehen. Die Grafik zeigt, daB mit der oben beschriebenen Regenerationslosung tatsachlich der Tracer entfernt 
bzw. zunundest inakliviert wird, und daB der Chip nach der Regeneration fur eine neuc Messung benulzt werden kann 



10 



15 



DE 197 36 641 A 1 

Nach drier bestimmten Anzahl von Zyklen nimmt das Btindwert-Signal soweit ab, daB keine aussagekraftigen Messun 
gen raehr durchgefuhrt werden konnen und der Chip gewechselt werden muB. Die genaue Anzahl der mil einem einzieen 
gen iP ab n ° S von den verwendeten Anukorpern, TYacern sowie den individueUcn Reaktionsbedingun- 

1 .3.4 Test des Einflusses der Pixelgrofie 

Um den EinfluB die PixelgroBe des Detektors (hier ein CCD-Chip mit 1100x330 Pixel, jeder Einzelpixel hat eine Ra- 
che von 24 umx24 um) auf die Detektion des Signals der einzelnen Spots zu untersuchen, wurde der in Abschnitt 1 3 3 
beschnebene Versuch mit zwei verschiedenen Binning-Formaten ausgewertet. Dabei wurde bei der ersten Auswertung 
ein Binning von 5x5 = 25 gewahlt, entsprechend einer resultierenden Gesanitzahl der Superpixel von 220x66 Die Kan- 
tenlange jedes entstehenden Pixels betragt somit 5x24 um = 120 urn. Die zweite Auswertung dagegen wurde 'mit einem 
Binning von 25x25 = 625 durchgefuhrt entsprechend einer Gesamtzahl der resultierenden Superpixel von 44x13 Die 
Kantenlange der hierbei entstehenden Pixels betragt somit 24x25 um = 600 um. Der Vergleich der Ergebnisse fur beide 
Bildformate ist in Abb. 1 1 dargestellt. Aus der Grafik geht hervor, daB beide Formate zu absolut vergleichbaren Ereeb- 
mssen fuhren. Dieser Befund ist von entscheidender Bedeutung fur die minimale SpotgroBe der verwendeten selektiven 
Bindungsreagcnzien und danut fur die in dicsem Patent beschriebene Skalierbarkcit der Analytik. Wcnn man von kreis- 
formigen Spots der selektiven Bindungsreagenzien ausgeht und voraussetzt, daB zwischen jedem Spot ein Abstand be- 
stehen soU, der gleich dem Durchmesser der Spots ist, so ergibl sich im oben bcschricbcnen Fall fur das Binning von 5x5 
20 Emzelpixelii erne mogliche Spotzahl von 1 10x33 = 3630. Betragt das Binning jedoch 25x25 Einzelpixel, so betragt unter 
den gleichen Annahmen die maximal mogliche Spotzahl 22x6 = 132. Wichtig in diesem Zusammenhang ist auch der Ab- 
bildungsmaBstab. Je starker das Licht fokussiert wird, umso hoher ist die Intensity auf dem CCD-Chip Diese Option ist 
aber msofern limitiert, da das Objekt (der Reagenzspot) entsprechend groBer sein muB und bei gleicher Spotanzahl zu ei- 
ner ernebhehen VergroBerung der FluBkammer fuhrt 

25 

Beispiel 2 

2. Indirektes ELJSA-Format 

30 - 2 -l Kovalente Kopplung von Haptenen an eine Glasoberflache (Abb. 4) 

Glastrager (Glasplattchen) werden vor der Verwendung 2 h mit frisch bereiteter Piranha-Losung (1 Teil Wasserstoff- 
peroxid (30%) + 2 Teile konz. Schwefelsaure) gercinigt. AnschheBcnd wird mit Wasser gewaschen und bei 40°C an Luft 
getrocknet. Vor der Kopplung der Haptene wird mit den Glastragern eine Aminosilanisierung durchgefuhrt um leicht 
modifizierbare Gruppen an der Oberflache zu erhalten. Dazu werden 0,5 ml 2-(Aminoethyl)-3-aminopropyhnethyl-di- 
methoxysilan in 50 ml mit Wasser gesattigtem Toluol gelost. In diese Losung werden dieGlastrager fiir 12 h eingetaucht 
AnschlieBend wird mit Toluol, Wasser, 0,1 M HO, Wasser und Methanol gewaschen und fur 15 min bei 80°C getrock- 
net. Man laBt abkuhlen. Fiir die Kopplung der Haptene werden gleiche Mengen von je 0,1 M Losungcn des Haptens 
(z. B. 2,4-Dichlorphenoxybuttersaure) N-Hydroxysuccinimid und Dicyclohexylcarbodiimid gemischt und in kleinen 
Spote (z. B. mit einer Mikropipette) auf die Glastrager aufgetragen. Um niedrige Kopplungsdichten des Haptens zu er- 
reichen, kann dieses mit einem "Blockinghapten" (z. B. Bemsteinsaure) in beliebigen Verhaltnissen gemischt werden 
Die Raumtemperatur sollte dabei nicht uber 20°C liegen. Am besten wird die Reaktion in einem auf 8°C temperierten 
Kuhlraum durchgefuhrt. Nach 2 h wird mit Glyme, Wasser und Methanol gewaschen und bei 40°C getrocknet Um freie 
Aminogruppen auf dem Chip zu blockieren, wird der Chip iiber Nacht in eine Mischung aus 50 ml trockenem Tetraby- 
drofuran, 2 g Bemsteinsaureanhydrid und 1 ml Pyridin getaucht. Nach Waschen mit Dimethoxyethan (Glyme) und Was- 
ser sind die Chips einsatzbereit und konnen in die SensorzeUe eingebaut werden. Getrocknet sind die beschichteten 
Chips uber Wochen haltbar. Fur die Messung wird die in Abb. 1 abgebildete Anordnung verwendcL Uber jeweils sepa- 
rate Pumpen werden Regenerationslosung (1 mg/ml Pepsin in Glycin^Kl-Puffer; pH 1,7), Sekundarantikorper (z B 
Anti-Maus; POD-markiert), Substratlosung (Pierce; Cl^Substxat); Waschpuffer (Phosphate Buffered Saline (PBS) mit 
Tween-20-Zusatz) und Wasser dosiert Im Autosampler wird vor der Messung der Antikorper zur Probe dosiert und das 
Gemisch mjiziert. Der Ablauf des indirekten Immunoassays auf dem Chip ist in Tabelle 1 zu sehen. Zur Regeneration lie- 
gen zwar nur begrenzte Daten vor, es konnte aber gezeigt werden (Abb. 9), daB Regenerationen im indirekten Format re- 
lativ einfach zu realisieren sind. 
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Tabelle 1 

Ablauf eines indircktcn Immunoassays im Sensorsystem 



Alction 

iTAUvll 


XJaUGT [5J 


wascnen 


60 


x\egeneneren, giejcnzeiug Miscnen von /vntiKorper uno rrooe 


Z/y) 


Waschen 


fid 


Inkubation von Antikorper und Probe 


300 


Waschen 


60 


Inkubation mit Sekundarantikorper 


250 


Waschen 


60 


Substratzugabe und Messung 


350 


Waschen 


60 



Das Ergebnis sei an der Messung des Analyten Trinitrotoluol (TNT) exemplarisch fur einen Analyten veranschaubcht. 
Abb. 8 zeigt die Kalibrierungskurve, die mit der oben beschriebenen Methode aufgenommen wurde. 

Bedingungen: Antikorper: mAb-TNT, 1 : 10.000 verdunnt; im Verhaltnis 1 : 3 mit der Probe (in Wasser) vermischt; 
PBS-Puffer, 500 pil der Mischung injiziert; Sekundarantikorper: Anti-Maus aus Ziege; 1:10 000 verdunnt in PBS-Puf- 
fer. Der Chip ist mit Haptenen gegen gcgcn verschiedene Stoffgruppen beschichtet (z. B. Nitroaromaten, Triazine, Fluo- 
rescein). Fur die Auswertung wird das Signal der zu analysierenden Soffgruppe fMT) mit dem Signal einer nicht in der 
Probe vorhandenen Stoffgruppe (Triazin, Fluorescein) verglichen. Aus der Anderung dieses Verbaltnisses ergibt sich die 
Kalibrierungskurve. 



Beispiel 3 

Auf Protein A basierendes Immunoassaysystem 

Die Glastrager werden wie in Beispiel 1 (direkter Assay) beschrieben silanisiert Auf die vorbehandelten Tragcr wer- 
den Spots von 0,5 jil einer Losung von Protein A (1 : 20 000) in basischem Carbonatpuffer (pH 9,6) aufgebracht und fur 
3 h inkubiert AnschlieBend wird mit tensidhaltigem Waschpuffer gewaschen. Fiir das Blocking werden die Glastrager 
iiber Nacht in eine Losung von je 0,1% Albumin aus Rinderserum (BSA) und Casein getaucht. Nach einem weiteren 
Waschschritt werden die Glastrager in das Sensorsystem (Abb. 3) eingebaut. Der Ablauf des Assays ist Tabelle 2 zu ent- 
nehmcn. 



Tabelle 2 

Ablauf des auf Protein A basierenden Immunoassays im Sensorsystem 



Aktion 


Dauer [s] 


Waschen 


60 


Regenerieren 


120 


Antikorper Inkubation; 


280 


gleichzeitig Probenschleife fullen. 




Waschen 


60 


Vorinkubation mit Probe 


100 


Gleichzeitige Inkubation von Probe und Tracer 


200 


Waschen 


60 


Substrat; Messung 


350 


Probenschleife spulen 


30 



Das Ergebnis einer Kalibrierungsreihe fur Trinitrotoluol (TNT) zeigt Abb. 7. 

Bedingungen: Antikorper: polyklonaler TNT-Antikbrper (Serva); 1 : 5000; Boraxpuffer; pH 8,5; Tracer: TNT-POD- 
Konjugat; 1 : 5000; PBS-Puffer; gemischt irn Verhaltnis 1 : 1 mit Probe; die Mischung erfolgt automatisch; Regenera- 
tion: Glycin/I-ICl-Puffer, pH 2,3. 

Urn die Abnahme der Intensitat von Zyklus zu Zyklus auszugleichen, wurde jeweils nach zwei Proben ein Nullwert 
bestimmt. Mit den Nullwerten wurde eine Regression durchgefiihrt und der gemessene Wert einer jeden Probe mit dem 
entsprechenden berechneten Nullwert verrechnet. 
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Beispiel 4 
Messung von Realproben 

Probleme treten bei aUen Beispielen auf, wenn stark matrixbelastete Proben (Oberflachenwasser, Abwiisser, Blut, 
Unn, etc.) vermessen werden solien. Hier werden die Proben je nach Belastung um den Faktor 1 • 1 bis 1 ■ 100 rnit PBS- 
Puffer verdunnt, der je 1% Iween 20 und Poiyacrylsaure, sowie 0,1% BSA enthalt. Diese Zusatze haben keine signifi- 
kanten EmfluB auf die Empfindlichkeit des Assays, der EinfluB von Storstoffen wird dagegen stark reduziert Die Mes- 
sung erfolgt dann wie unter Beispiel 1-3 beschrieben. Eine Verdunnung ist auch bei stark konzentrierten Proben sinnvoll - 
Einerseits gelangt man auf diese Weise in den quasi-linearen Bereich der jeweiligen Methode, zudem werden aber auch 
MemoryefFekte im System reduziert bzw. sogar vermieden. 

Beispiel 5 
Miniaturisierung 

Das Verfahren der vorlicgenden Annieldung eignet sich besonders gut zur Miniaturisierung, da fur weitgchcnd alle 
Komponenten mimatunsierte Varianten verfugbar sind. So sind Pumpen, Ventile, faseroptische Bauteile, CCD-Systeme 
in entsprcchend klcinen Baufonnen erhaltlich. Abb. 5 zeigt ein System, das eine erste Stufe der Miniaturisierung dar- 
stellt Der Bau hoher integrierter Systeme hangt vorwiegend von der Verfugbarkeit entsprechender Bauteile ab. Ein be- 
vorzugtes System wird wie folgt gekennzeichnet: Die Integration eines fiacbenhaften Detektors (wie CCD-Chip) erfolgt 
mit emem kompakten faseroptischen System und einer MeBflache in einer Kammer, die an miniaturisierte Pumpen und/ 
oder Ventile angeschlossen ist Eine besonders hohe Integration kann erzielt werden, wenn zudem samtliche Steuerungs- 
elemenle und fur die Auswertung und Darstellung des Ergebnisscs benotigten Rcchenchips auf einem Silizium-Chip 
(oder einem Chir>Ensemble) vereinigt werden. Die ggf. benotigten Reagenzlosungen konnen in einem Kartuschensy- 
stem, einem Konzentratsystem oder in Form von gefriergetrockneten Pulvern/Tabletten/Filmen zur Verfueune eestellt 
werden. & 



Patentanspriiche 

1 . Verfahren zur Multikomponenten-Analyse von Ruiden, dadurch gekennzeichnet, daB 

- die Analyse eines Analyten oder die parallele Analyse mehrerer Analyten ermoglicht wird, 

- dessen Multikanaldetektion durch Ortsauflosung der imniobilisierten Reagenzien erreicht wird, 

- eine hohe Skalierbarkeit des Systems vorhanden ist, 

- Bindungsmolekule verschiedener Spezifitat verwendet werden, 

- die Reaktionen in einem oder wenigen (max. 10) Kompartiment(en) ablaufen, 

- nur eine oder wenige (maximale Probenanzahl=Anzahl der Kompartimente) Proben paraUel abeearbeitet 
werden, 

- die Kreuzreaktionen der Bindungsmolekule mittels chemometrischer Verfahren fur die Analyse genutzt 
werden konnen, 

- mindestens 10 unabhangige MeBkanale und/oder mindestens 10 diskrete, raumliche MeBbereiche vorhan- 
den sind. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB ein Referenzwert (Nullwert) bestimmt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB eine MeB- und Reaktionskammer verwendet 
wird, die eine leicht austauschbare Wand besitzen kann, auf deren Oberflache Reagenzien imrnobilisiert sind. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet daB eine physikalisch unstrukturierte Oberflache 
zur Immobilisierung von Reagenzien verwendet wird. Die Strukturierung wird durch Beschichtungcn oder die lo- 
kale Immobilisierung selbst erzielt. 

5. Verfahren nach Anspruch 1, 2, 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, daB optische Detektionsverfahren verwendet 
werden. Insbesondere solche Systeme sind giinstig, die aus einem hoch-lichtstarken Linsensystem, und/oder einem 
oder mehreren hoch-lichtstarken Spiegel(n), und/oder einer oder mehreren faseroptischen Platte(n), und/oder einer 
oder mehreren Tapem (faseroptisches Bauteil), und/oder einer oder mehreren faseroptischen Bundeln, und/oder ei- 
ner oder mehreren Grin(Gradientenindex)-Linsen, und/oder einer oder mehreren Grin(Gradientenindex)-Linsen- 
ZeQe(n), und/oder einer oder mehreren Grin(Gradientcnindex)-Linsen-Plattc(n) bestehen, und in Konibination mit 
MeBsystemen mit mehreren Kanalen verwendet werden, wie Photodiodenzeilen, CCD-Chips (charge-coupled-de- 
vice), CID-Chips (charge-injection-device), PDA-Chips (photo-diode-array), Mehrkanal-Photomultipbern, Mikro- 
kanalverstarkerplatten, optische Verstarker sonstiger Bau weise oder chemische Detektoren (wie photographische 
Emulsionen). Bevorzugt werden luft- oder flussigkeitsgekiihlte CCD-Chips in back-iUuminated-Bau weise. 

6. Verfahren nach Anspruch 1, 2, 3, 4 oder 5, dadurch gekennzeichnet daB durch eine vollautomatische Auswer- 
tung eine MeBwertkorrektur und eine Selbstkalibrierung stattfinden kann und automatische Verfahren zur Fehler- 
kontroUe, Anzcigc von Matrix-Storungen und/oder QualitatskontroUe des MeBsystcms zur Anwendung gclangen 
die auf der Parallelisierung des Verfahrens beruhen. 

7. Verfahren nach Anspruch 1,2, 3, 4, .5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, daB die Messung von thermodynamischen 
Konstanten und/oder kinetischen Konstanten oder deren empirisches Aquivalent zur Charakterisierung von Sub- 
stanzen und/oder zurldentifizierung und/oder Quantifizierung von Analyten herangezogen wird. 

8. Verfahren nach Anspruch 1 , 2, 3, 4, 5, 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet, daB der/die in Flussigphase zugesetz- 
te(n) Reaktand(en) (Bindungsmolekiii, z. B. Antikorper; Marker-Hapten-Konjugat oder ahnliche Reagenzien) sich 
mcht lin Gleichgewicht mit den obcrflachen-iimnobilisicrtcn Reagenzien befindet/befinden. 
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9. Verfahren nach Anspruch 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 oder 8, dadurch gekennzeichnet, da8 Variationen der MeBparameter 
zur Identifizierung und/oder Quantifizierung von Analyten herangezogen werden, z. B. durch Zusatz von Additiven 
(wieTensiden, Losungsmittcln, pH-verscbicbenden Puffcrn, Inhibitorcn, Komplcxbildnem, Bindungsmolckiilen 
zur Unterdriickung von Storungen (auch Antikorpem, Haptenen, chemischen Reagenzien) oder auch durch Tempe- 
raturanderungen und photochemische Prozesse. 

10. Verfahren nach Anspruch 1 , 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, daB Verdiinnungen der Probe zur 
Erweiterung des MeBbereichs und zur Detektion/Behebung von Storungen verwendet werden. 

11 . Verfahren nach Anspruch 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, daB das System oder Teile des 
Systems einer Miniaturisierung unterworfen wird/werden, die zu einem integrierten MeBsystem hoher Leistung 
fuhrt 

12. Verfahren nach Anspruch 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 oder 11, dadurch gekennzeichnet, daB die Regenerierung 
durch Dissoziation, Spaltung oder Zerstorung von Reagenzkoinplexen durch geeignete Reagenzlosungcn oder An- 
derung der Reaktionsbedingungen (z. B. Temperatur) moglich ist. 

13. Verfahren nach Anspruch 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8, 9, 10, 11 oder 12, dadurch gekennzeichnet, daB nicht-optische MeB- 
systeme mit mehreren Kanalen verwendet werden, wie Arrays oder andere Anordnungen von Elektroden, Piezo- 
waagen, akustischen Oberflachenwellenleitern oder analogen Systemen. 

14. Verfahren nach Anspruch 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 oder 13, dadurch gekennzeichnet, daB getrennt oder 
in Kombination polyklonale, durch Affinitatsreinigung fraktionierte polyklonale (pseudo-monoklonale), monoklo- 
nale, rckombinante und andere Antikorpcr(dcrivatc), die u. a. monovalent und/oder bivalent sein kbnnen, Nuclein- 
sauren und deren auch synthetische Derivate (z. B. PNA), Lectine, Protein A, Protein G, Cyclodextrine, Enzyme, 
Apoenzyme, Rezeptoren, "Molecular Imprints", synthetische Antikorper, synthetische Kavitanden, Komplexligan- 
den, synthetische oder semisynthetische Polymere oder andere, auch selbstindizierende, Wlrts-Gast-Systeme als 
Bindungsmolekule verwendet werden. 

15. ' Verfahren nach Anspruch 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 oder 14, dadurch gekennzeichnet, daB optisch de- 
tektierbare Markierungen verwendet werden, wie Chemilumineszenz-Marker, bevorzugt Peroxidase mit Luminol- 
Reagenzien(gemischen) f Alkalische Phosphatase mit Dioxetan-Reagenzien(gemischen), beta-Galactosidase mit 
Dioxetan-Reagenzien-(gemischen), Luminol-Derivate, Dioxetan-Derivate, sowie Acridinium-Ester; Biolumines- 
zenz-Marker, bevorzugt Leuchtkafer-Luciferase/Luciferin, bakterielle Luciferase/Luciferin und Aequorin; Fluores- 
zenz-Marker in Kombination mit einer zusatzlichen Anregungslichtquelle (z. B. mit schnellen Verschliissen, opti- 
schen oder akustooptischen Modulatoren versehene Lam pen, Leuchtdioden, Laserdioden, sonstige Laser, Blitzlam- 
pen oder Deuteriumlampen) verwendet werden, bevorzugt Huorescein-Derivate, Rhodamin-Derivate, Hydroxypy- 
rentrisulfonsaure-Berivate, Perylen-Derivate, fluoreszierende bzw. Phosphoreszenz zeigende Lanthaniden-Chelate, 
Phycocrythrine, Cyaninfarbstoffe und andere NIR-Ruoreszenz-Farbstoffe; fluorogene Substrate und chromogene 
Substrate in Kombination mit den passenden Enzymen, wie S^'^^'-Tetramethylbenzidin, ABTS, 4-Nitrophenylp- 
hosphat, sowie andere Farbstofife (UV, VIS, NIR), die z. B. durch ihre Absorption empfindlich nachgewiesen wer- 
den konnen. 

16. Verfahren nach Anspruch 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 oder 15, dadurch gekennzeichnet, daB das Sy- 
stem cingesetzt wird 

- fur die Analyse von Korperflussigkeiten, wie Blut, Serum, Speichel, Urin 

- zur Diagnostik von Infektionskrankheiten 

- zur Immundiagnostik 

- zur Status-Diagnostik bzw. Vorsorge-Diagnostik 

- zur Analyse von Lebensmitteln (z.B. Zusatzstoffe, Verfalschungen, Pestizidriickstande, Verderb, Toxine) 

- zur Analyse von Umweltproben (Wasser, Boden, Luft, Lebewesen) 

- zum Naturstoffscreening 

- zum Screening von Wirkstoffen (z. B. pharmazeutisch, agrarisch, tiermedizinisch) 

- zum High-Throughput-Screening (HTS) 

- zum Rezeptor-Screening (das z. B. Substanzen auf die Wirkung auf eine Vielzahl von Rezeptoren untersu- 
chen soli) 

- zur Analyse von kombinatorischen Syntheseansatzen 

- zur Analyse von Strukturelementen (Strukturanalyse) 

- zur Abschatzung bzw. Vorhersage von Toxizitaten 

- zur Messung bzw. Abschatzung von Toxizitatsaquivalenten 

- zur Notfallanalytik von vergif teten Personen oder Tieren 

- zur Analyse von rckombinanten, modifizierten und natiirlichen Proteinen und Proteinmischungen 

- zur Analyse Nukleinsauren und deren Derivaten 

- zur ProzeBanalytik z. B. in der Biotechnologie und in der chemischen Industrie 

- zur Analyse von Roh wasser, Trinkwasser, Ab wasser, zum FluBwasser-Monitoring, als Wasserkontaminati- 
onsal arm- Sensor, zur Kontrolle und Steuerung von Wasseraufbereitungsanlagen. 
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Abb. 1: Aufbau eines automatischen MeBsystems 



Autosampler 



Pumpe 1 



Pumpe 2 



Pumpe 3 



Pumpe 4 



Pumpe 5 



Pumpe 6 



( -—*\ Substrat- 
^-^hschleife 



Autosampler 



i Proben- 
• schleife 



Probenaufgabe 



Ventil 



M Ventil 



Abfall 



(Ventil 



Blasenfalle 



Abfall Abfall 
Abb. 2: Schematische Darstellung eines geeigneten FluBsystems 
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Abb. 3: Beispiel fur eine DurchfluBzelle (schematisch) 




Abb. 4: Beschichtung von Glasoberflachen fur das indirekte Assayformat 
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Abb. 5: Beispiel fur eine miniaturisierte und portable Sensoranordnung 
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Abb. 6: Einfacher Array mit lumineszierenden Spots (Blindwert-Messung). 
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Abb. 7: TNT-Kalibrierung auf Protein-A-System 
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Abb. 8: Kalibrierung fur TNT (indirektes Format) 



<D 
X 



<D 
CD 

TO 
C 
5* 
CO 

CO 

0) 

o 

CO 
< 



2800 

2600 

2400 -| 

2200 

2000- 

1800- 

1600 

1400 

1200-1 

1000 

800 -| 

600 

400 

200 -| 
0 



Anderung der 

Konzentrations- 

vertiaitnisse 



/v 



10 



50 



Abb. 9: 
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Abb. 10: Kalibrierungskurve im direkten Assayfoimat 
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Abb. 11: Regeneration und Binning im direkten Assayformat 
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